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研究成果の概要（和文）：申請者は、初期発生で重要な遺伝子発現パターンの非対称化がNodal-Leftyシグナル系のみ
で可能なのか、そのパターンの形成に重要な要素は何なのかという疑問をもった。本研究は、Nodal-Lefty系を培養細
胞内へ再構成し、非対称パターン形成が再現できるかどうかの検証を通じて、その疑問に答えることを目的としている
。
申請者は、人工Nodal-Lefty系を培養細胞（HEK293細胞）に導入し、小さな高Nodal発現領域の自律的な形成を確認し、
さらにNodal伝播の亢進によりより大きな発現領域の形成を実現した。さらに、Lefty2による抑制力の向上によるさら
なるパターンの改善の糸口もつかんだ。

研究成果の概要（英文）： In animal development, spatial patterns of gene expression determine how body 
parts, such as limbs, form their shapes at correct positions. Asymmetric gene expression pattern 
formation by Nodal-Lefty signaling is one of the most important processes in early developmental stages. 
However, no one has shown the pattern formation in live cells yet. In this study, we are trying to answer 
whether an asymmetric pattern can be realized in cultured cells only by the Nodal-Lefty signaling system, 
and what is the most important component to control the pattern.
 We engineered a synthetic Nodal-Lefty signaling system in cultured cells (HEK293 cells), and found that 
they automatically formed small high/low Nodal expression regions. Furthermore, we realized larger 
regions by the enhancement of the Nodal propagation. We also found how to enhance the inhibition activity 
of Lefty2 which would improve the pattern.
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１．研究開始当初の背景 

 発生初期の胚では，それまで対称であった
遺伝子発現の空間パターンが非対称になる
という現象が起こる．この現象には BMP, ヘ
ッジホッグをはじめとした様々なシグナル
分子やノード流が関わっているが，その中で
も Nodal と Lefty という活性化因子，抑制因
子の関係にある拡散性のシグナル分子は重
要な役割を果たしていると考えられる．また，
Nodal-Lefty シグナル系は Lefty の拡散速度
が Nodal の拡散速度よりもはるかに大きい
という事実は，数理的な観点で見ると，
Turing pattern形成の必要条件を満たしてい
るように見える． 

このように，Nodal-Lefty 系による遺伝子
発現の空間パターン形成は，発生学，数理生
物学両方の観点から興味深い対象である．し
かしながら， Nodal-Lefty シグナル系がそれ
自身でパターン形成を起こせることを生細
胞で実際に確認した例は今のところ報告さ
れていない． 

 

２．研究の目的 

 本研究では，遺伝子発現の非対称パターン
形成が Nodal-Lefty 系のみで可能なのか，そ
のパターンの大きさや形に重要なパラメー
タは何なのかという疑問に取り組む． 

 

３．研究の方法 

本研究は２つのサブテーマで構成される． 
(1) Nodal-Lefty 系を培養細胞(HEK293AD)内
に遺伝子回路（図 1）で再構成し，非対称な
パターンの形成が再現できるかどうかを明
らかにする． 
(2) Nodal-Lefty 系のパラメータ操作による
パターンの数・形・大きさの変化を観測し，
非対称パターン形成に重要なパラメータを
明らかにする．ここでパラメータとは，Nodal
に対する各遺伝子の転写活性の感度や，
Nodal, Lefty の拡散係数などを指す． 
 本研究は，注目する要素のみを細胞に実
装させる遺伝子回路で構築したモデルシス
テムの操作および観測を通じて，仮説検証
を行っていくものである． 

 
４．研究成果 
(1) Nodal-Lefty 系の再構成およびパターン
形成の再現 

本研究では，まず Nodal 応答プロモーター
の下流に luciferaseを繋いだ PNodal-lucを使

って Nodalと Leftyに対するシグナル応答曲
線を得た（図２左）．そして，このシグナル
応答曲線を元にして，Nodal-Lefty シグナル
系のシミュレーションを行ったところ，この
Nodal-Lefty系が Turing pattern様の周期的
なパターンを引き起こしうることを確認し
た（図２右）． 
 次に，細胞から発現される Nodal や Lefty
が二次元培養条件で十分に機能を持つかど
うかを確認した．本実験では，Nodal または
Lefty を恒常発現する細胞のコロニーをあら
かじめ作っておき，そこにリポーター細胞を 
撒き，そのリポーター活性を顕微鏡観察する
ものである．以上の実験の結果，Nodal 発現
細胞の周りでのリポーター活性の活性化お
よび，Lefty2 発現細胞の周りでのリポーター
活性の抑制が観測できた(図３)． 

続いて，完成版の合成 Nodal-Lefty シグナ
ル系を作製し，この系を導入した細胞のパタ
ーン形成の様子を観察した（図４）．コント
ロールの Nodal 自己活性化細胞（図４左）で
は，luciferase リポーター活性が視野全体で
活性化しているのに対して，完成版の合成
Nodal-Lefty シグナル系を導入した細胞では，
高活性，低活性の領域ができた（図４右）．
ところで，図４の実験では，パターン形成の
トリガーとして低濃度のリコンビナント
Nodal の添加を必要とする．私たちはトリガ

ー無しにパターン形成を開始できるほど
Nodal の発現量が高くなれば，より大きく綺
麗なパターンができるのではないかと考え
た． 

図 1 Nodal-Lefty 系を再構成する遺伝子回路 
図４合成 Nodal-Lefty シグナル系によるパタ

ーン形成 

図２シグナル応答曲線とシミュレーション 

図３Nodal, Lefty の機能確認実験 



 

 

 そこで本研究では次に，PNodal-GFPを細胞に

導入することで，FACSで Nodal 高発現クロー
ンの取得をしやすくする仕組みを作った．そ
の結果，トリガー非添加条件下で Nodalの自
己活性化を起こせる強自己活性化クローン
を取得できた．（図５右）． 
 続けて，私たちは強自己活性化クローンに
PNodal-Lefty2 を導入して，完成版の合成
Nodal-Lefty シグナル系細胞を作製した．と
ころが，この細胞は Lefty2 を導入している
にもかかわらず，元の自己活性化クローンと
同様に luciferase リポーター活性が視野全
体で活性化してしまった．これは，Nodal 発
現が強すぎて Lefty2 で抑えられない程であ
ったことが原因だと考えられる． 
 上記の Lefty2 発現細胞のコンディション
ドメディウムを，Lefty 抗体でウェスタンブ
ロット解析したところ，ほとんどが未成熟型
であった（図６）．先行研究（R. Sakuma, et 
al., Genes to Cells, 2002）において，
subtilisin-like proprotein convertage 
（SPC）によって Lefty2 が成熟型になること
で Lefty2 が活性を得ることが報告されてい
る．そこで本研究では，SPC の一種であるタ
ンパク質 Furin で Lefty2 の成熟型の比率を
上げ，効率よく Nodal を抑える方針を取るこ
とにした．予備実験として，Lefty2 発現細胞
に Furin 発現プラスミドを導入したところ，
コンディションドメディウム内の成熟型
Lefty2 の比率が大幅に高くなった（図６）． 
 今後は，Furin を導入した Lefty2 発現細胞
で図３の実験を行い，私たちの実験系におい
ても Furin で Lefty2 の Nodal シグナル抑制
効果が向上することを確認する．そして，上
記の完成版 Nodal-Lefty シグナル系細胞に
Furin を導入した細胞を作製し，パターン形
成を観察する予定である． 

 
（２）Nodal-Lefty 系のパラメータ操作 

 シミュレーションによると，Nodal や
Lefty2 の拡散速度を操作すると，パターンが
大きく変わることが予想される．拡散速度の
操作の前に，拡散速度の測定の実験系をたて
ることが先決である． 

分泌された Nodal や Lefty2 は培地中に拡
散していくとすると，ディッシュ内の細胞に
均一に効くと考えられる．ところが，図３を
見ると，Sender 細胞から分泌された Nodal や
Lefty2 はディッシュ内の細胞均一に効くと
いうよりは，Sender 細胞に隣接する細胞に特
に効いているように見える．私たちは，Nodal
や Lefty2 が細胞間隙を通っているのではな
いかと考え，まずは，v5 タグを付与した
Nodal(v5Nodal)の分布を免疫染色で調べる
ことにした．本実験では，v5Nodal 発現細胞
のコロニーをあらかじめ作製した後，
PNodal-d1mCherryNLS（核内移行シグナルおよ
び分解タグ付きの mCherry）をリポーター細
胞として撒いた．なお，本実験では細胞表面
に付着した Nodal に興味があるので，透過処
理を行わずに染色を行った．その結果，細胞
間隙とディッシュ面に近い部分に多く
v5Nodal が存在することが分かった（図７）．
また，この視野に関して言えば，底面にある
v5Nodal の濃さと mCherry リポーター活性に
関係がありそうだが，あくまでプレリミナリ
ーなデータなので，結論づけるには更なる追
試が必要である． 
 今後は，底面 v5Nodal 濃度とリポーター活
性とに関係があるのかどうかを精査する．そ
の際，Sender 細胞からの距離を定量化しやす
くするために，Sender 細胞のコロニーとリポ
ーター細胞のコロニーとの境界が直線にな
るように工夫すべきである．また，v5タグを
付与した Lefty2 に関しても同様の実験を行
う．そして，Nodal と Lefty2 の拡散様式や拡
散距離の違いを調べる予定である． 

図５トリガー非添加条件下での自己活性化

の様子．（左）図４左の自己活性化細胞．（右）

強自己活性化クローン． 

図６Lefty 抗体によるウェスタンブロット 

図７v5Nodal の免疫染色．スケールバーは 20

μm． 
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